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 چکیده 
طیف وسیعی از بیماری ها  های بیمارستانی بوده و به دلیل تشکیل بیوفیلمیکی از عوامل اصلی عفونتاستافیلوکوکوس اورئوس  مقدمه:
های بالینی ، اثرات ضدبیوفیلمی آن بر روی جدایهمرگگل بی . این مطالعه با هدف بررسی ترکیبات شیمیایی عصاره گیاهرا ایجاد می کند
 انجام شد.  Daciآنالیز بیان ژن استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به متی سیلین و 
مورد مطالعه قرار گرفت. سپس  SM/CGابتدا ترکیبات فیتوشیمیایی عصاره گیاه گل بی مرگ با استفاده از روش  مواد و روش ها:
ای پلی مرازی های کونگورد آگار و واکنش زنجیره جدایه بالینی استافیلوکوکوس اورئوس با استفاده از روش 10توانایی تشکیل بیوفیلم در 
، میزان بیان ساعت 24در مدت زمان  )CIMbuSها با غلظت زیر مهارکنندگی عصاره (، ارزیابی شد. در نهایت پس از تیمار سویه)RCP(
 ارزیابی شد. RCP emiT laeRبا روش  Daciژن 
%) و 40/0( eneniP-αان مربوط به ترکیب را نشان داد که بیشترین میز 40آنالیز فیتوشیمیایی عصاره، تعداد  :یافته های پژوهش
%) بیوفیلم مثبت 14سویه ( 10سویه استافیلوکوکوس اورئوس،  10%) بود. نتایج بررسی بیوفیلم نشان داد که از میان 8/6( lorcavraC
به  Daciعصاره نشان داد که بیان ژن  CIMbuSدر سویه های منتخب تحت تاثیر غلظت  Daciبودند. هم چنین، سنجش کمی بیان ژن 
 ).50.0<Pمیزان معناداری کاهش می یابد (
با توجه به اثرات چشمگیر عصاره گیاه گل بی مرگ بر روی تشکیل بیوفیلم، به نظر می رسد که بتوان از این  بحث و نتیجه گیری:
 عصاره به عنوان یک درمان مکمل جهت مهار بیوفیلم باکتری استافیلوکوکوس اورئوس استفاده نمود.
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 مقدمه
باکتری استافیلوکوکوس اورئوس یکی از عوامل بیماری 
طلب بیمارستانی است که طیف وسیعی از زای فرصت
ها از قبیل اندوکاردیت و مننزیت را بوجود می آورد بیماری
آنتی بیوتیکی به خصوص مقاومت به ). اخیرا مقاومت 0،4(
های استافیلوکوکوس ارئوس شیوع متی سیلین در سویه
های استافیلوکوکوس یافته است که باعث پیدایش سویه
) شده است. ASRMاورئوس مقاوم به متی سیلین (
است.  Acemمقاومت به متی سیلین به دلیل وجود ژن 
 ا نام، پروتئین متصل شونده به پنی سیلین بAcemژن 
کند که میل پیوندی پایینی برای آنتی  را کد می a2PBP
. هم چنین، یکی دیگر از دلایل های بتالاکتام دارد بیوتیک
های استافیلوکوکوس اورئوس به آنتی مقاومت سویه
بیوتیک ها تشکیل بیوفیلم می باشد که به یک معظل 
 ). 4، 3های بیمارستانی تبدیل شده است (شدید در عفونت
د که درون نها اجتماعات منسجم میکروبی می باشفیلمبیو
ماتریکسی از پلیمرهای خارج سلولی محصور شده و روی 
شوند. بیوفیلم ها سطوح جان دار و یا بی جان تشکیل می
های تهویه هوا، مخازن نفتی و هم چنین بر روی سیستم
روی تجهیزات پزشکی مانند کاتترها و اعضای مصنوعی 
مشکلات زیادی را ایجاد کنند. علاوه بر نیز ممکن است 
ها را نسبت به آنتی این، بیوفیلم ها میزان مقاومت باکتری
د. بطور کلی، تولید بیوفیلم نها افزایش می دهبیوتیک
است که مسئول سنتز  CBDAaciناشی از فعالیت اپران 
بخش عمده ای از ماتریکس اگزوپلی ساکاریدی (بیوفیلم) 
استیل -N( Daciو  Aaci هایمی باشد که ژن
 AIP) و Baciداستیلاز ( AIPگلوکزآمین ترانسفراز)، 
   ).2-7) را کد می کنند (Caci( retropxe
های میکروبی از یک های اخیر، گسترش مقاومتدر سال
ها از سوی دیگر سو و اثرات مضرر مصرف آنتی بیوتیک
باعث شده است که محققان به منظور دستیابی به 
ضدمیکروبی جدید، از ترکیبات طبیعی مانند ترکیبات 
عصاره گیاهان دارویی استفاده کنند. هزینه پایین تولید و 
عدم بروز مشکلات زیست محیطی از جمله مزایایی 
هستند که گیاهان دارویی را به عنوان یکی از کاندیدای 
، 9مناسب برای مهار سویه های باکتریایی نموده است (
 sedoisimetra musyrhcileHا مرگ یگیاه گل بی  ).8
استان مرکزی و از  از گیاهان بومی کشور ایران واقع در
. این گیاه علفی چندساله و با می باشدخانواده آستراسه 
سانتی متر می باشد و در ماه های خرداد  12-00ارتفاع 
). این گیاه منبع با 10تا مرداد به گل دهی می رسد (
باشد و از کاربردهای این ارزشی از ترکیبات ثانویه می 
گیاه می توان جهت درمان سنگ کلیه، اختلالات ادراری، 
). 00دل درد، یرقان، اسهال و تنگی نفس اشاره کرد (
مطالعات مختلفی خواص ضدبیوفیلمی گونه های مختلف 
حسنی م داده اند. برای مثالمورد مطالعه قرار گیاهی را 
یوفیلمی ، خواص ضدب0014و همکارانش در سال  پور
را بروی باکتری  siragluv sumyhTعصاره گیاه 
). هم چنین 40استافیلوکوکوس اورئوس را نشان دادند (
نشان دادند که عصاره  0014و همکارانش در سال  iohC
-بیان ژن بیوفیلم را در سویه specnirp aisimetrAگیاه 
استافیلوکوکوس اورئوس کاهش می دهد  ASRMهای 
  ). 30(
رکیبات شیمیایی اطلاعات کمی در مورد ت اضر،در حال ح
مرگ، اثرات ضدبیوفیلمی آن وجود عصاره گیاه گل بی
شناسایی ترکیبات  ،. بنابراین هدف از این مطالعهدارد
مرگ و بررسی تاثیر آن روی شیمیایی عصاره گیاه گل بی
های بالینی در سویه Daciتشکیل بیوفیلم و بیان ژن 
 ستافیلوکوکوس اورئوس بود.مقاوم به متی سیلین ا
 مواد و روش ها
این مطالعه تجربی  جمع آوری گیاه و عصاره گیری:
دانشگاه آزاد  با حمایت 2930از فروردین تا شهریور ماه 
اسلامی واحد تهران شرق انجام گرفت. ابتدا گیاه گل بی 
مرگ از مرکز ذخایر زیستی ایران با شماره هرباریومی 
اد گیاهی جمع آوری شده پس تهیه شد. مو 8066001P
، در سایه خشک شده و توسط آسیاب پودر شدناز تمیز 
گردید و در شرایط بهینه و مناسب نگه داری شد. برای 
میلی  110به گرم از گیاه  12میزان تهیه عصاره اتانولی، 
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دقیقه جوشانده شد.  00لیتر از اتانول اضافه و به مدت 
فیلتر شده و وارد عصاره بدست آمده توسط کاغذ صافی 
 دستگاه روتاری شد. 
 شناسایی ترکیبات گیاهی با استفاده از دستگاه
 SM/CG
جرمی  نگار طیف به متصل کروماتوگرافی آنالیز گاز
با دستگاه  عصاره گیاه گل بی مرگ SM-CG((
(ساخت کشور آمریکا) انجام گرفت. نوع  0986 tneligA
 1/04 متر و قطر داخلی 13، طول ستون 5-BDستون 
میلی متر بود و برای ردیابی از سامانه پونیزاسیون 
استفاده شد. برنامه ریزی  17 Veالکترونی با انرژی 
درجه سانتی گراد با سرعت  104تا  10حرارتی ستون از 
درجه سانتی گراد در دقیقه انجام گرفت.   6افزایش دمای 
 0درصد و مقدار تزریق  99/99گاز حامل هلیوم 
میلی لیتر در دقیقه  00سرعت جریان گاز  میکرولیتر و
میکرولیتر از عصاره گیاه به  0تنظیم شده بود. حجم 
تزریق شد و سپس نتایج بدست آمده از  SM/CGدستگاه 
دستگاه بر اساس اندیس کواتس و مراجعه به فرهنگ 
 طبیعی ترکیبات طبیعی مورد شناسایی قرار گرفت. 
های دیتابیس با استفاده از SM-CGتفسیر طیف های 
 ygolonhceT dna dradnatS etutitsnI lanoitaN
الگو دارد، انجام شد. طیف  11146که بیش از  )TSIN(
های جرمی ناشناخته با طیف های شناخته شده موجود در 
مقایسه شد. نام، وزن مولکولی و ساختار  TSINکتابخانه 
 ترکیب مواد جداسازی شده تایید شد.
های شخیص جدایهنمونه گیری، کشت و ت
 استافیلوکوکوس اورئوس
نمونه  104در این مطالعه توصیفی، در مجموع تعداد 
از  2930-3930ماه در حدفاصل سالهای  6بالینی طی 
آوری گردید. های مختلف شهر تهران جمعبیمارستان
-های استافیلوکوکوس اورئوس با استفاده از آزمایشجدایه
 esaNDخمیر مانیتول و های کاتالاز، رنگ آمیزی گرم، ت
 تشخیص قطعی داده شدند. 
های بررسی حساسیت آنتی بیوتیکی جدایه
 جداسازی شده
های استافیلوکوکوس پس از شناسایی و تایید سویه
های ها نسبت به آنتی بیوتیکاورئوس، حساسیت سویه
بر  )noisuffid ksiDمختلف با روش انتشار دیسک (
 dna lacinilC ) ( ISLCاساس استاندارد ( 
) مورد مطالعه قرار etutitsnI sdradnatS yrotarobaL
های استافیلوکوکوس ). حساسیت جدایه20گرفت (
های آنتی بیوتیکی سفوکسیتین اورئوس نسبت به دیسک
میکروگرم)،  10میکروگرم)، ونکومایسین ( 10(
واحد)،  10میکروگرم)، پنی سیلین ( 0سیپروفلوکساسین (
 04میکروگرم)، تری متوپریم ( 00اریترومایسین (
 10میکروگرم)، آمپی سیلین ( 00میکروگرم)، آمیکاسین (
میکروگرم)، آموکسی سیلین  10میکروگرم)، جنتامایسین (
میکروگرم) و  13میکروگرم)، کلرامفنیکول ( 10(
) در محیط KU ,TSAMمیکروگرم) ( 4کلیندامایسین (
ام (مرک، آلمان) انج raga notniH relluMکشت 
گرفت. لازم به ذکر است که جهت تشخیص مقاومت به 
)، از دیسک آنتی بیوتیکی ASRMمتی سیلین (
لازم به ذکر است در تمام انجام   سفوکسیتین استفاده شد.
ها، سویه استاندارد استافیلوکوکوس اورئوس آزمایش
به عنوان کنترل مثبت و از سویه  65553 CCTA
 82221 CCTAرمایدیس استاندارد استافیلوکوکوس اپید
 به عنوان کنترل منفی استفاده شد. 
 تست فنوتیپی تشخیص بیوفیلم
روش مورد استفاده در تست فنوتیپی تشخیص بیوفیلم، 
و همکاران بود. در این روش از محیط  nameerFروش 
کشت کونگو رد آگار استفاده شد. این محیط کشت حاوی 
) L/g01ار ()، آگL/g05)، سوکروز (L/g 73( IHBمحیط 
های بالینی ) می باشد. سویهL/g 8.0و رنگ کونگو رد (
استافیلوکوکوس اورئوس در پلیت حاوی محیط کشت 
درجه سانتی گراد  73ساعت در دمای  24کنگورد به مدت 
کشت داده شدند. تحت چنین شرایطی باکتری های تولید 
ها های مشکی رنگ و سایر باکتریکننده بیوفیلم کلنی
 ). 00ای قرمز رنگ تشکیل می دهند (کلنی ه
   ANDاستخراج 
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کلروفرم انجام شد. بطور -به روش فنل ANDاستخراج 
های خلاصه، به رسوب تهیه شده از کشت سویه
میکرولیتر بافر  116استافیلوکوکوس اورئوس، به ترتیب 
 30، Mm05 ATDE ;4.7Hp ,lcH-sirTلیز (
 3)، %52 SDSمیکرولیتر سدیم دودسیل سولفات (
) اضافه نموده و آن را lm/gm02( Kمیکرولیتر پروتئیناز 
انتی گراد به مدت یک ساعت قرار درجه س 16در دمای 
 -میکرولیتر محلول فنل 116. به دنبال آن داده شد
تهیه شده)  04:24:0ل (به نسبت ایزوآمیل الک –کلروفرم 
تا یک فاز شیری رنگ یکنواخت تشکیل شود. افزوده شده 
دقیقه سانتریفیوژ  0به مدت  mpr11130دور  سپس با
بی) را به لوله های جدید منتقل و فاز بالایی (فاز آ شده
. این مرحله دوبار تکرار شده و به منظور رسوب شدند
، هم حجم فاز آبی اتانول سرد و خالص به همراه AND
به ) اضافه نموده  و آن M1میکرولیتر استات سدیم ( 1/0
داده  درجه سانتی گراد قرار -14ی ساعت در دما 4مدت 
 11130دقیقه  0. بعد از آن، لوله مورد را  سانتریفیوژ ( شد
دور) نموده و رسوب حاصله را پس از خشک کردن و حل 
مورد استفاده قرار داده شد  ANDکردن در بافر به عنوان 
و در نهایت برای تائید صحت استخراج ژنوم از الکتروفورز 
 ).60فاده شد (% است0ژل آگاروز 
توسط روش  Daciو  Acemشناسایی ژن های 
 RCP
 04در حجم نهایی  Acemبرای ژن  RCPواکنش 
استخراج شده به  ANDمیکرولیتر از  0میکرولیتر شامل 
جلوبر،  پرایمر از میکرولیتر 1/0 عنوان الگو، استخراج شده،
 40/0پیکومول)،  10میکرولیتر از پرایمر برگشتی ( 1/0
 10/0از مسترمیکس (سیناژن، ایران)،  رمیکرولیت
تقطیر انجام گرفت. در ادامه  بار دو آب از مقطر میکرولیتر
با استفاده از پرایمرهای  Acemبرای ژن  RCPواکنش 
 ’3 GGACCACTTCAACATTAGACCTجلوبر 
 GCAATGTTCTATACTTCACCو برگشتی  ’5
 laitinIبا چرخه دمایی واسرشتگی اولیه (  ’5  ’3
درجه سانتی گراد به مدت  29) در دمای  noitarutaned
 29) در دمای noitarutaneDدقیقه و واسرشتگی ( 0
الگو (  ANDثانیه، اتصال پرایمرها به  10درجه به مدت 
ثانیه،  10درجه به مدت  16) در دمای  gnilaennA
درجه  47) در دمای noisnetxEطویل شدن رشته الگو (
 laniFنهایی ( ثانیه و طویل شدن 10به مدت 
درجه سانتی  47دقیقه در دمای  0) به مدت noisnetxe
(ژن  Daci). جهت تکثیر ژن 70گراد انجام گرفت (
و برنامه  R-Daciو پرایمر  F-Daciبیوفیلم) از پرایمر 
آمده است  4و  0در جدول که  RCPدمایی چرخه های 
 ).  80استفاده شد (
 
 .Daci برای ژن .مشخصات پرایمر مورد استفاده1 جدول
 ژن هدف )/3 ot /5( پرایمر  توالی  آمپلیکون سایز
 ’3-GG TGG AGA GAA TGC AAA-’5 F 083
 ’3-ATA GAA CTA GTATAA CGG-’5 R
 Daci
 
 .Daci. برنامه زمانی ترموسایکلر برای ژن 2 جدول
 مراحل  دما (درجه سانتی گراد)  زمان (ذقیقه)
 واسرشت سازی اولیه 29 10
  سرشت سازیوا 29 0
 اتصال 92 0
 طویل سازی 47 0
 طویل سازی نهایی 47 7
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 ) عصارهCIMتعیین حداقل غلظت مهاری (
به منظور تعیین حداقل غلظت مهارکنندگی عصاره گیاه 
 yrotibihnI muminiM( CIMگل بی مرگ از روش 
بر اساس  CIM) استفاده شد. آزمایش noitartnecnoC
ش رقیق سازی در میکروپلیت و به رو ISLCدستورالعمل 
بار تکرار انجام گرفت، بدین صورت که  3به صورت 
به داخل  1112تا  46/0 lm/gµعصاره در غلظت های 
ها ریخته و با محیط کشت مولر هینتون براث چاهک
به . رسانده می شوند میکرولیتر 110) تا حجم BHM(
 میکرولیتر از کشت میکروبی 10ها با مقدار همه چاهک
های تشکیل دهنده بیوفیلم با غلظت نیم مک فارلند سویه
به عنوان کمترین غلظت  CIM. مقدار شد اضافه
 . )30( مهارکننده رشد باکتری محسوب می شود
بررسی فنوتیپی اثرات ضدبیوفیلمی عصاره گیاه 
 گل بی مرگ
به منظور مطالعه کمی اثرات ضدبیوفیلمی عصاره گیاه از 
ستفاده شد. بدین منظور یک کشت روش میکروتیترپلیت ا
آن در حدود  ساعته از هر جدایه تهیه کرده و کدورت 24
تا  1/81(جذب نوری حدود مک فارلند رسانده شد  1/0
سپس از این  .نانومتر) 046در طول موج  1/0
میکرولیتر از  110های سوسپانسیون در هر یک از چاهک
 10بال آن ر سوسپانسیون باکتریایی اضافه شده و به دنه
به آن اضافه  عصاره CIMbuSغلظت های میکرولیتر از 
درجه سانتی گراد  73مای ساعت در د 24و به مدت کرده 
، محلول رویی ساعت 24. بعد از گذشت انکوبه می شوند
مرتبه با سرم  3و هر چاهک چاهک ها را خارج شده 
فیزیولوژی شسته می شود. سپس باکتری های متصل به 
. شوند % تثبیت می69میکرولیتر از اتانل  104دیواره با 
بعد از  دقیقه محتویات چاهک خالی شده و 00 بعد از
میکرولیتر رنگ  114خشک شدن پلیت ها به آن 
دقیقه). بعد از  00(به مدت  می شودکریستال ویوله اضافه 
یق قرار از طر اضافی گذشت این مدت زمان، رنگ های
شسته شدند. بعد از دادن پلیت ها در مسیر آب شهری 
خشک کردن پلیت ها، سنجش کمی بیوفیلم بوسیله 
% به هر 33میکرولبتر اسید استیک  114اضافه کردن 
 492چاهک صورت گرفت و جذب آن در طول موج 
 ، xaF tatS( redaeR ASILEنانومتر توسط دستگاه 
 . )04( خوانده شدامریکا) 
و آنالیز بیان ژن  ANDc، سنتز ANRاستخراج 
  RCP emiT laeRتوسط روش  Daci
، سویه های بیوفیلم مثبت ANRجهت استخراج 
ساعت در محیط  24استافیلوکوکوس اورئوس به مدت 
درجه سانتی گراد  73کشت مولر هینتون براث در دمای 
از عصاره گیاه کشت داده  CIM busدر مجاورت غلظت 
با استفاده از کیت  ANRشدند. به دنبال آن، استخراج 
(کیاژن، امریکا) بر طبق دستورالعمل  ANRتخراج اس
با استفاده از کیت  ANDcانجام گرفت. در ادامه، سنتز 
(کیاژن،  tik noitpircsnarT esreveR tceT itnauQ
های  ANDcامریکا) انجام گرفت. در انتها، غلظت 
استخراج توسط نانودراپ تعیین غلظت شدند. به منظور 
 laeR) از روش Daciوفیلم (بررسی ارزیابی بیان ژن بی
) با استفاده مسترمیکس RCP-TRqکمی ( RCP emiT
، انگلستان) metsysoiB deilppAحاوی سایبرگرین (
میکرولیتر  14انجام گرفت. مواد مورد استفاده در حجم 
پیکومول  10، ANDcمیکرولیتر از  4مسترمیکس شامل 
میکرولیتر از  10از پرایمرهای جلوبر و برگشتی، 
ترمیکس حاوی سایبر گرین بود که در دستگاه مس
کره انجام گرفت. برنامه دمایی مورد استفاده در  reenoiB
دقیقه،  10درجه سانتی گراد به مدت  19شامل  RCPq
درجه  16دقیقه دمای  0ثانیه،  00درجه سانتی گراد  09
سیکل انجام شد. هم چنین ژن  12سانتی گراد بود که در 
از) به عنوان کنترل داخلی مورد (گوانیلات کین kmg
توسط  Daciاستفاده قرار گرفت. در انتها، بیان نسبی ژن 
. لازم به ذکر است )94( محاسبه گردید TCΔΔروش 
 .نشان داده شده اند 3در جدول فاده پرایمرهای مورد است
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 .RCPq. پرایمرهای مورد استفاده در 3جدول 
          )pb( لمحصو   اندازه   )3-5( توالی پرایمر
 881 GAGACAGACCCGAACTGGTA F-Daci
 881  AACGTAATTTACAACTTTTGTGC R-Daci
 221   GGATGAGGTCTACCAGGACTAT  F-kmG
 221   CGCACTTCCACTTCAACTAC R-kmG
 
 
 تجزیه و تحلیل آماری
  SSPSمحاسبه آماری این مطالعه با استفاده از نرم افزار 
نتایج با آنالیز واریانس یک طرفه  انجام گردید و 04نسخه 
) مورد بررسی و مرز معناداری AVONA yaw enO(
 قرار گرفت.  50.0<Pروی 
 
 
 
 یافته های پژوهش
پیک را  40عصاره گیاه  SM-CGآنالیز کروماتوگرام 
نشان داد که نشان دهنده وجود ترکیبات فیتوشیمیایی 
ها با با مقایسه طیف  ).0(شکل موجود در گیاه می باشد 
ترکیب شیمیایی شناسایی  40، TSINاطلاعات کتابخانه 
%) 40/0( eneniP-αاز میان ترکیبات شناسایی شده  .شد
%) دارای بیشترین درصد مواد تشکیل 6.8( lorcavraCو 
 دهنده بودند. 
 
 
پیک را نشان می دهد که نشان  25. آنالیز کروماتوگرام SM/CG. کروماتوگرام بدست آمده از عصاره گل بی مرگ تحت آنالیز 1شکل 
 ترکیب مختلف در عصاره گیاه می باشد. 25دهنده 
 
نمونه از آزمایشگاه ها و  104در این مطالعه در مجموع 
 3930-2930بیمارستان های شهر تهران طی سال های 
جمع آوری شد. نمونه ها از ادرار، خون، پوست و زخم 
 یکروبی رنگجداسازی شدند. با استفاده از تست های م
آگار، محیط بردپارکر،  سالت مانیتول گرم، محیط آمیزی
نمونه استافیلوکوکوس  10کواگولاز،  کاتالاز، تست تست
 اورئوس جداسازی شد.
جدایه  10جدایه از  23نتایج آنتی بیوگرام نشان داد که 
%) نسبت به آنتی بیوتیک متی سیلین 86مورد بررسی (
در نظر  ASRMهای  مقاوم بودند و به عنوان سویه
گرفته شدند. در این مطالعه ارزیابی الگوی مقاومت آنتی 
 نشان داد که بیوتیکی سویه های استافیلوکوکوس اورئوس
%) نسبت به سیپروفلوکساسین مقاوم 14سویه ( 10تعداد 
های استافیلوکوکوس بودند. نتایج آنتی بیوگرام سویه
 2در جدول اورئوس جداسازی شده از نمونه های بالینی 
 خلاصه شده است. 
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 های مختلف.های استافیلوکوکوس اورئوس به آنتی بیوتیک. میزان مقاومت و حساسیت سویه4 جدول
 حساس متوسط مقاوم آنتی بیوتیک 
 درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد
 43 60 1 1 86 23 متی سیلین (سفوکسیتین)
 110 10 1 1 1 1 ونکومایسین
 87 93 4 0 14 10 اسینسیپروفلوکس
 4 0 1 1 89 92 پنی سیلین
 64 30 80 9 60 84 اریترومایسین
 8 2 6 3 68 32 تری متوپریم
 8 2 6 3 42 04 آمیکاسین
 10 0 1 1 19 02 آمپی سیلین
 20 74 6 3 12 14 جنتامایسین
 20 7 1 1 68 32 آموکسی سیلین
 87 93 20 7 8 2 کلرامفنیکل
 42 04 40 6 62 34 کلیندامایسین
 110 110 1 1 1 1 کلیستین
 
در این مطالعه، از محیط کشت کنگورد آگار برای بررسی 
فنوتیپی بیوفیلم استفاده شد. باکتری های بیوفیلم مثبت 
کنند در صورتی که کلنی های مشکی رنگ تولید می
های فاقد بیوفیلم به همان حالت اولیه یعنی قرمز باکتری
سویه بالینی،  10از میان  ).4(شکل ند رنگ باقی می مان
درصد) از نظر تست فنوتیپی بیوفیلم مثبت  14سویه ( 10
بودند که تمامی سویه های بیوفیلم مثبت، مقاوم به متی 
سیلین بودند که ارتباط معناداری بین سویه های تشکیل 
دهنده بیوفیلم و مقاومت به متی سیلین وجود داشت 
  ).100.0<P(
 
 
 
 
 
 
. تصویری از تست کونگو رد آگار. همانطور که مشاهده می شود باکتری های تشکیل دهنده بیوفیلم باعث تغییر رنگ قرمز به 2 شکل
 مشکی می شود.  
 
برای بررسی مولکولی وجود ژن مقاومت به متی سیلین از 
استفاده شد و با توجه به طراحی  Acemتکثیر ژن 
 ).3(شکل وجود داشت جفت باز  460پرایمرها انتظار باند 
در نمونه های  Acemنتایج نشان داد که توزیع ژن 
نمونه) وجود  23ها (درصد نمونه 86استافیلوکوکی در 
) در Daciداشت. به منظور بررسی وجود ژن بیوفیلم (
های استافیلوکوکوس اورئوس جداسازی شده، از سویه
پرایمرهای اختصاصی این ژن استفاده شد و انتظار وجود 
جفت باز وجود داشت که شکل آن در ژل  083باند 
در تمامی  Daciژن  ).2(شکل الکتروفورز مشاهده شد 
سویه هایی که از نظر فنوتیپی بیوفیلم مثبت بودند، دیده 
نمونه). لازم به ذکر است که ارتباط معناداری بین  10شد (
در بین سویه ها وجود  Acemو ژن  Daciوجود ژن 
 ).50.0<Pداشت (
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 : کنترل مثبت.5 ،sulp pb 001: مارکر 3: نمونه های مثبت، 4و  2: کنترل منفی، 1. Acem. نمای الکتروفورز از تکثیر ژن 3 شکل
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
نمونه  Daciژن  RCP: 3نمونه های بالینی، ستون  Daciژن  RCP: 2و  1. ستون Daciژن  RCPمحصول  الکتروفورز. 4شکل 
 : کنترل منفی.4کنترل مثبت، ستون 
 
 lm/gµسویه های بیوفیلم مثبت تحت تاثیر غلظت های  
ساعت قرار  24از عصاره گیاه در مدت زمان  1112-46/0
گرفتند. نتایج نشان داد که سویه های مختلف دارای 
(جدول  بودند 1110-040 lm/gµ CIMمحدوده ای از 
ات ضدبیوفیلمی عصاره گیاه . به منظور مطالعه کمی اثر)0
از روش میکروتیترپلیت استفاده شد. نتایج این تست نشان 
عصاره،  CIMbuSها در غلظت داد که تمامی سویه
نشان داده  6جدول توانایی تشکیل بیوفیلم نداشتند که در 
شده است. همانطور که در جدول مشخص است میزان 
ه به میزان ها بعد تیمار با عصارجذب نوری تمامی سویه
زیادی کاهش یافته است که نشان دهنده این است که 
سلول های باکتریایی توانایی تشکیل بیوفیلم را از دست 
شته نایی اتصال به کف میکروپلیت را ندااداده و بنابراین تو
 و جذب نوری آن ها کاهش یافت.
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 افیلوکوکوس اورئوس. عصاره گیاه گل بی مرگ در جدایه های مختلف است CIM. تعیین 5جدول 
 )lm/gµ( CIM شماره سویه
 1110 7
 110 9
 104 03
 040 43
 1114 33
 110 23
 1112 32
 1110 02
 104 62
 72
 65553 CCTA
 82221 CCTA
 1110
 1114
 110
 
 های تحت تاثیر عصاره گل بی مرگ.. بررسی کمی تولید بیوفیلم در سویه6جدول 
 شماره سویه از عصاره 1ی در غلظت جذب نور غلظتCIM buS  عصاره
 7 1/64 1/30
 9 1/00 1/81
 03 1/04 1/80
 43 1/23 1/70
 33 1/64 1/91
 23 1/22 1/00
 32 1/83 1/90
 02 1/40 1/681
 62 1/13 1/981
 72 1/00 1/34
 65553 CCTA 1/82 1/481
 82221 CCTA 1/00 1/411
 
های بیوفیلم مثبت ) در جدایهDaciبیان نسبی بیوفیلم ( 
مورد مطالعه قرار گرفت.  RCP emiT laeRتوسط روش 
نتایج نشان داد که سویه های مختلف بیوفیلم مثبت، بیان 
دارند و از نظر آماری تفاوت معنا  Daciمتفاوتی از ژن 
). هم 50.0<Pداشتند ( kmgداری در مقایسه با بیان ژن 
با غلظت در سویه های تیمار شده  Daciچنین بیان ژن 
عصاره کاهش یافته بود که نسبت به ژن  CIMbuS
رابطه معناداری داشت. نتایج حاصل از بیان ژن  kmg
در سویه های بیوفیلم مثبت که تحت تیمار با  Daci
 آمده است.  0در شکل عصاره بودند، 
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در مقایسه  Daciده می شود میزان بیان ژن در سویه های تحت تاثیر عصاره. همانطور که مشاه Daci. نمودار تغییر بیان ژن 5شکل 
  ).3=n:   P5/155، ***  P 5/15، **:  P 5/55(*:) کاهش بیان معناداری را داشته اند. kmgبا ژن کنترل (
 
 kmg)  gnipeek esuoHمیزان بیان پایه ژن خانه دار (
 tcولی میزان چشمگیری نداشت تحت تاثیر عصاره تغییر 
تاثیر عصاره افزایش یافته است که نشان بعد از  Daciژن 
می باشد. باید توجه کرد که  Daciدهنده کاهش بیان ژن 
نشان داده  6مختلف که در جدول  CIMدر غلظت های 
در سویه های بیوفیلم  Daciشده است، میزان بیان ژن 
مثبت تحت تاثیر عصاره کاهش یافته است. در سویه 
 CCTA  84440یدیس استاندارد استافیلوکوکوس اپیدرما
نیز این عصاره تاثیر خاصی  ،می باشد Daciکه فاقد ژن 
نداشته است ولی در  kmgبر روی بیان ژن خانه دار 
 CCTA  65553سویه استاندارد استافیلوکوکوس اورئوس
می باشد، عصاره توانسته است در  Daciکه دارای ژن 
خود بیان این ژن را کاهش دهد که  CIMغلظت زیر حد 
کاهش بیان ژن در سویه های بالینی جداسازی شده نیز  با
 همخوانی دارد. 
 بحث و نتیجه گیری
بیوفیلم به  تشکیل در اورئوس استافیلوکوکوس توانایی
 کند. می کمک میزبان محیط در باکتری ماندن زنده
 دلایل مزمن شدن از یکی عنوان به امروزه بیوفیلم را
همچنین افزایش  های استافیلوکوکوس اورئوس وعفونت
). در این 90است ( شده مطرح مقاومت به آنتی بیوتیک ها
از مقاومت به به آنتی بیوتیک های  بالایی مطالعه، سطح
درصد)،  19درصد)، آمپی سیلین ( 89پنی سیلین (
درصد)، سفوکسیتین  68آموکسی سیلین و تری متوپریم (
درصد) مشاهده شد که نشان دهنده میزان بالای  86(
مطالعات مختلفی در  .اومت به آنتی بیوتیک می باشدمق
زمینه بررسی مقاومت آنتی بیوتیکی سویه های بالینی 
حق گو و استافیلوکوکوس اورئوس به انجام رسیده است. 
الگوی مقاومت آنتی بیوتیکی  4014همکارانش در سال 
سویه های استافیلوکوکوس اورئوس جداسازی شده از 
تبریز را مورد مطالعه قرار دادند. بیمارستان شهید مدنی 
نتایج این مطالعه نشان داد که میزان مقاومت به متی 
درصد بوده است. با مقایسه نتایج مطالعه حاضر  03سیلین 
با سایر مطالعات انجام شده می توان نتیجه گرفت که 
میزان مقاومت به متی سیلین سال به سال در حال 
یش مقاومت، مصرف افزایش است و یکی از دلایل افزا
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بی رویه آنتی بیوتیک ها می شود که گاها بدون تجویز 
پزشک و بصورت خوددرمانی در بیماران انجام می شود 
 ). 14(
یکی دیگر از اهداف این مطالعه بررسی میزان تشکیل 
بیوفیلم در سویه های بالینی استافیلوکوکوس اورئوس 
اتصال،  توانایی روی مطالعهمقاوم به آنتی بیوتیک بود. 
در  بیوفیلم ایجاد در دخیل های ژن و بیوفیلم تشکیل
 بالینی استافیلوکوکوس اورئوس می مختلف های جدایه
 بهتر روند درک خصوص در ارزشمندی اطلاعات تواند
این  از ناشی های عفونت و بیوفیلم تشکیل پیچیده
 10در مطالعه حاضر از میان نماید.  فراهم ها ارگانیسم
درصد) از نظر تست فنوتیپی  14سویه ( 10بالینی، سویه 
سویه مقاوم به متی  10بیوفیلم مثبت بودند که  تمامی 
سیلین بودند که ارتباط معناداری بین سویه های تشکیل 
دهنده بیوفیلم و مقاومت به متی سیلین وجود داشت. 
 های روش بین ارتباط در مورد بسیاری های گزارش
در نمونه  Daciژن  رد آگار و حضورمانند کونگو  فنوتیپی
 نقاط در شده های بالینی استافیلوکوکوس اورئوس جدا
 توسط که ای مطالعه است. در شده منتشر جهان مختلف
 های جدایه روی 0014سال  در همکارانش و افتخار
 شد، انجام متی سیلین مقاوم به اورئوس استافیلوکوکوس
 ژن واجد بررسی های مورد درصد جدایه 37دادند  نشان
 جدایه درصد 17 گزارش حدود این در .بودند BAaciهای 
 که توسط ای مطالعه ). در04بودند ( aciهای  ژن ها واجد
بالینی  جدایه 16 روی 3014سال  در نامور
شد،  داده نشان گرفت، انجام اورئوس استافیلوکوکوس
حال  این با بودند، مثبت Caciژن  نظر از ها جدایه تمامی
بسیار  ها جدایه این در بیوفیلم ایجاد توانایی سیبرر
). در زمینه بررسی ترکیبات 44بود ( آمده دست به هتروژن
با  musyrhcileHتشکیل دهنده عصاره گیاهان از جنس 
مطالعات مختلفی انجام گرفته  SM/CGاستفاده از روش 
 sedoisimetra .Hولی تاکنون در مورد گیاه  ،است
عصاره گیاه  حاضرشده است. در مطالعه ای انجام نمطالعه
 SM/CGگل بی مرگ از نظر ترکیبات شیمایی با روش 
 نشان داد که مطالعه حاضر مورد مطالعه قرار گرفت. نتایج
%) 40/0( eneniP-αترکیبات شناسایی شده، کل از میان 
%) دارای بیشترین درصد مواد تشکیل 6.8( lorcavraCو 
، 7114انش در سال و همکار صبحیدهنده بودند. 
را مورد  sahceots .Hترکیبات شیمیایی عصاره گیاه 
مطالعه قرار دادند. نتایج این مطالعه نشان داد که بیشترین 
، )%95( nenip-ahplaمیزان ترکیبات مربوط به 
). 34بود ( )%6.9( lolobasiBو  )%7.61( enenomil
ترکیبات شیمیایی  3014و همکارانش در سال  آنگونی
مورد  SM/CGرا با روش  mucilati .Hانس گیاه اس
بررسی قرار دادند. نتایج این یررسی نشان داد که بیشترین 
 etateca lyrenترکیب موجود در اسانس گیاه مربوط به 
). یکی از دلایل 24بود ( )%9.41( llilanilو  )%9.82(
و سایرین  حاضراختلاف برخی از ترکیبات مورد مطالعه 
وط به منطقه جغرافیایی کشت این گیاهان در می تواند مرب
سراسر دنیا باشد که باعث می شود برخی از ترکیبات در 
یکی دیگر از اهداف گونه های مختلف متفاوت باشد. 
مطالعه حاضر، بررسی میزان تاثیر عصاره گیاه گل بی 
سویه های بالینی  در مرگ بر روی تشکیل بیوفیلم
العه حاضر برای اولین بار استافیلوکوکوس اورئوس بود. مط
تاثیر عصاره گیاه گل بی مرگ را روی تشکیل بیوفیلم و 
مورد مطالعه قرار داد. نتایج این مطالعه  Daciبیان ژن 
از عصاره گیاه می   CIMbuSنشان داد که غلظت های 
تواند اثر بازدارندگی بر روی تشکیل بیوفیلم داشته باشد و 
بیوفیلم مثبت کاهش را در سویه های  Daciبیان ژن 
بر روی تاثیر  در سرتاسر دنیا مطالعات مختلفی. دهد
عصاره گیاهان مختلف بر روی بیوفیلم باکتری ها انجام 
شان داد که نتایج نناماسیوایان، شده است. در مطالعه 
کننده تشکیل بیوفیلم باکتری عصاره گیاه سنجد مهار 
مطالعه ). در 24اشرشیا کلی با غلظت های مختلف است (
کیم و همکارانش نتایج نشان داد که عصاره زردچوبه مهار 
). 04کننده تشکیل بیوفیلم استرپتوکوکوس موتانس است (
هم چنین نتایج مطالعه حسینی و همکارانش نشان داد که 
عصاره گیاه بنه تشکیل بیوفیلم استرپتوکوکوس موتانس 
 ). بطور کلی گیاهان دارویی منبع64را کاهش می دهد (
غنی از متابولیت های ثانویه هستند که برخی از آن ها 
 و همکاران  امیر میرزایی... بررسی ترکیبات شیمیایی عصاره گیاه  گل بی مرگ    
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. در مهار تشکیل بیوفیلم تاثیر گذار هستند بطور مستقیم
مهار تشکیل بیوفیلم توسط عصاره  یکی از مکانیسم های
ممکن است بر همکنش  sedoisimetra .Hگیاه 
ترکیبات گیاهی مخصوصا ترکیبات دارای ساختار حلقه ای 
و  enemyC-β، neniP-α، lorcavraCمانند 
با سلول باکتری می باشد که بیان  )0(جدول  nenipreT
ها، ژن بیوفیلم را کاهش می دهد و معمولا در گروه ترپن
ها قرار می ترپنترپنوئیدها، فلاوونوئیدها و سس کوئی
احتمالا ترکیبات ترپنوئیدی موجود در  و اینکه گیرند
غشای سلول عصاره گیاه گل بی مرگ روی ساختمان 
تاثیر گذاشته و در تنفس سلولی و فرایندهای انتقال یون 
ها را در سلول های باکتریایی تداخل ایجاد می کنند و به 
کاهش تولید بیوفیلم کمک می کنند. هم چنین ممکن 
است ترکیبات موثره عصاره این گیاه در فرایندهای موثر 
جاد بر تشکیل بیوفیلم مانند کوروک سنسینگ اختلال ای
ر دقیق عصاره نمایند. البته ناگفته نماند مکانیسم تاثی
های باکتریایی دقیقا مشخص نیست گیاهان بر روی سلول
و مطالعات بسیار زیاد و دقیقی برای اثبات این اثرات مورد 
و همکارانش ثابت کردند  ohlavraC eDنیاز می باشد. 
که ترکیبات طبیعی مانند ترپن ها می توانند اثر 
یوفیلمی داشته باشند به طوری که این ترکیبات ضدب
ترپنی، ساختار و ترکیب اسیدهای چرب غشایی را تحت 
 ).  74تاثیر قرار داده و تشکیل بیوفیلم کاهش می یابد (
-GCCآنالوگی از  4014و همکارانش در سال ایبائو ما  
را در شرایط آزمایشگاهی بطور شیمیایی سنتز  9792
بروی تشکیل بیوفیلم استافیلوکوکوس کردند و اثر آن را 
اورئوس مورد مطالعه قرار دادند. نتایج این مطالعه نشان 
داد که این ترکیب دارای خاصیت بیوفیلمی بوده و بیان 
).  84ژن های مرتبط با بیوفیلم را کاهش می دهد (
تاثیر اسانس  9114و همکارانش در سال نوریاستوتی 
های در نمونه Daciژن را بر روی بیان  lio nomanniC
استافیلوکوکوس اپیدرمایدیس مورد مطالعه قرار دادند. 
نتایج این مطالعه نشان داد که این اسانس دارای خاصیت 
این عصاره  CIMbuSهای ضدمیکروبی بوده و غلظت
می تواند اثر مهارکنندگی بر روی تشکیل بیوفیلم و 
لی، با ). بطور ک94داشته باشد ( Daciتغییرات بیان ژن 
و سایر مطالعات به نظر می  حاضر مقایسه نتایج مطالعه
رسد جهت بررسی دقیق تر مکانیسم ضدبیوفیلمی عصاره 
فراکشن های مختلف عصاره این گیاه  گیاه گل بی مرگ،
بر  میزان توانایی آن ها گرفته شود و بصورت جداگانه
 بررسی شود.تشکیل بیوفیلم مهار روی 
یق می تواند گامی موثر در درمان نتایج حاصل از این تحق
موفق عفونت های ناشی از باکتری استافیلوکوکوس 
با این وجود، افزایش مقاومت نسبت به  باشد. اورئوس
آنتی بیوتیک های مختلف، باید در بیمارستان های 
مختلف به عنوان یک موضوع جدی مورد توجه قرار گیرد 
ه های مقاوم تا ضمن درمان به موقع و موثر، از بروز سوی
به آنتی بیوتیک و انتشار آن در بیمارستان و جامعه 
 اهمیت به توجه جلوگیری به عمل آید. هم چنین با
 و درمانی های بخش باکتری استافیلوکوکوس اورئوس در
 منظور به متعدد، های ایجاد عفونت در باکتری این توانایی
می توان  باکتری این بیوفیلم توسط تشکیل از پیشگیری
 از عصاره این گیاه جهت مکمل های درمانی استفاده کرد. 
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Evaluation of Chemical Composition of Helichrysum artemisioides 
Extract Its Effect on Biofilm Formation and IcaD Gene Expression in 
Clinical Isolates of Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus 
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Abstract 
Introduction: Staphylococcus aureus is a 
major causative agent of nosocomial 
infections which produces a wide range of 
diseases due to biofilm formation. This study 
aimed to investigate the phytochemical 
composition of Helichrysum artemisioides 
extract, its anti-biofilm effects on clinical 
isolates of methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus, as well as, analysis of 
icaD gene expression. 
 
Materials & methods: First, the 
phytochemical composition of H. 
artemisioides extract was studied by GC/MS 
method. Then, the biofilm formation capacity 
of 50 clinical isolates of S. aureus was 
evaluated by Congo red agar and polymerase 
chain reaction (PCR). Finally, after treatment 
of strains with SubMIC concentration of the 
extract within 24 hours, the expression level 
of icaD gene was evaluated by Real Time 
PCR. 
 
Findings: The phytochemical analysis of 
extract showed 52 compounds, including α-
Pinene (12.5%) and Carvacrol (8.6%) as the 
major components. The evaluation of biofilm 
formation test shows that out of 50 strains of 
S. aureus, 10 strains (20%) were positive for 
biofilms formation. Also, after treatment of 
selected strains by SubMIC concentration of 
the extract, the gene expression quantitation 
of icaD was down-regulated significantly 
(P<0.05). 
 
Discusion & conclusions: Due to the 
significant effects of H. artemisioides extract 
on biofilm formation, it seems that the extract 
could be used as complementary therapy to 
inhibit S. aureus biofilm. 
 
Keywords: Helichrysum artemisiodes, 
Staphylococcus areus, Biofilm, icaD  
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